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Untersuchungen ber die Rh-(D)-Eigenschaft eines kleinmolekularen
Erythrocytenmembranproteins mit der ScHULTz-DALE-Reaktion1)
Von H. WEICKER, J. Κκορρ2) und D. ROELCKE
Aus der S.J. Thannhauser-Abteilung f r Stoffwechseluntersuchungen (Vorstand: Prof. Dr. H. Weicker) der Medizinischen
Universit ts-Poliklinik Heidelberg und dem Institut f r Immunologie und Serologie (Direktor: Prof. Dr. E. Kr h) der
- Universit t Heidelberg
(Eingegangen am 30. M rz 1971)
Mit einer gut reproduzierbaren Methode konnten wir aus Rh-positiven Erythrocyten ein kleinmolekulares Membranprotein isolieren,
ber dessen biochemische Eigenschaften in einer ersten Mitteilung ausf hrlich berichtet wurde. In 30 ScHULTZ-DALE-\7ersuchen sowohl
nach aktiver Immunisierung von Meerschweinchen mit Rh-positiven Erythrocyten als auch nach passiver Immunisierung in vivo und
passiver Sensibilisierung in vitro mit gereinigtem Anti-D konnte durch dieses Protein eine Muskelkontraktion am Uterushornsegment des
Versuchstieres ausgel st werden. Diese Reaktion mit nachfolgender Desensibilisierung erhielten wir nur nach Applikation von korrespon-
dierenden Antigenen. Die ScHULTZ-DALE-Reaktion war durch Antihistaminika zu hemmen. Unspezifische Muskelkontraktionen konnten
durch Vergleichsuntersuchungen an nichtsensibilisierten Versuchstieren ausgeschlossen werden. Bei Verwendung von Human-Albumin,
Rinderalbumin und Proteinen von rh-negativen Erythrocyten traten keine anaphylaktischen Reaktionen ein. In dem Albumin-Anti-
albumin-System oder nach aktiver Immunisierung mit rh-negativen Erythrocyten konnte durch das Protein von Rh-positiven Erythro-
cyten keine Muskelkontraktion oder Desensibilisierung ausgel st werden. Unter standardisierter Versuchsanordnung, bei der pH, Tem-
peratur und Sauerstoffs ttigung im Muskelbad konstant waren und keine spontanen Kontraktionen der Uterusmuskulatur beobachtet
wurden, fanden wir gut reproduzierbare Resultate. Der H magglutinations-Hemmtest und die passive H magglutination sowie die
Immunpr zipitation in der O CHTERLONY-Technik eigneten sich bei dem niedrigen Molekulargewicht und der zur Isolierung notwen-
digen Gefriertrocknung des Proteins nicht zum Antigen-Nachweis. Die Ergebnisse der ScHULTZ-DALE-Methode jedoch ergaben einen
berechtigten Hinweis auf die D-Antigen-Eigenschaften des Membranproteins, isoliert von Rh-positiven Erythrocyten.
Studies on the Rh-( D)-properties of a low molecular weight erythrocyte membrane protein, using the Schult^-D ale reaction
A low molecukr weight membrane protein has been isolated reproducibly from Rh-positive erythrocytes and its biochemical properties
have been reported in detail in a previous communication. The protein caused muscle contraction of the uterus horn segment of the
guinea pig in 30 SCHULTZ-DALE tests, and also after the active immunisation of guinea pigs with Rh-positive erythrocytes, and after
passive immunisation in vivo and passive sensitisation in vitro with purified anti-D. The latter reaction with subsequent desensitisation
was only observed after the application of the corresponding antigens. The SCHULTZ-UALE reaction was inhibited by antihistamines. The
possibility of unspecific muscle contraction was excluded by control experiments with non-sensitised animals. Human albumin, bovine
albumin and proteins from rh-negative erythrocytes did not cause an anaphylactic reaction. In the albumin-antialbumin system, or after
active immunisation with rh-negative erythrocytes, the protein from Rh-positive erythrocytes did not cause muscle contraction or de-
sensitisation. The results showed good reproducibility under standardised experimental conditions, with constant pH, temperature and
O2 saturation in the muscle incubation bath; there was no observable spontaneous contracion of the uterus muscle. Neither the haemag-
glutination-inhibition test, the passive haemagglutination, nor the OUCHTERLONY immunoprecipitation are suitable for the antigen detec-
tion, owing to the low molecular weight and the freeze drying that is necessary for the isolation of the protein. The SCHULTZ-DALE
method, however, gave a valid indication of the D-antigen properties of the membrane protein isolated from Rh-positive erythrocytes.
Einleitung bei einem Stickstoffgehalt von 14,6% gesichert. Der
VVl ,. T -. ,. . - . . -. , . . Na+-, K+- und Ca++-Gehalt lag unter 0,2%. In denber die Isolierung und biochemische Charakterisierung ,. . , . . A . .. , ,, , . , , r -n- . i - qualitativen und quantitativen Ammosaureanalysen deseines kleinmolekularen Membranproteins, das wir von / j i · ^ τ » \ · r j · ΛΑ \ · -_. .. τ, , j ι · Λ · τ^ τ hydrolysierten Proteins fanden wir 14 Aminos uren.Rh-positiven Erythrocyten durch ein Anti-D-Immun- T ^ J - A - τ-· ι . ^ j ™ - i_ ·. F . . / , ι , i · - Da die Antigen-Eigenschaften des Proteins bei seinemadsorptionsverfahren erhalten hatten, wurde in einer . , . Λ, , , , σ . , , , τ .. . . .r , , ,Λ^ ^. ' . , . niedrigen Molekulargewicht durch Immunprazipitation,ersten Mitteilung berichtet (1). Dieses Protein hatte ein „.. , . . „ ^ , , , . ,
>r , . , . f . , νΛΛΛ j -ΙΛΛΛΛ j n H magglutinations-Hemmtest und andere serologischeMolekulargewicht zwischen 6000 und 10000 und steUte ,, . 6f . . . , . u ,.?, ^, . Λ ,,-, . τ^ * -^ -r 1 1 Methoden nicht eindeutig zu beweisen war, f hrtensich bei Gelnitration, DEAE-Ionenaustauscherchro- , 0 τ>. ^ ι ι · T, ^. ; , γ , τ-n ./· wlr den ScHULTZ-DALE-Test nach aktiver Immum-matographie, Diskelektrophorese, Ultrazentnfugation . . τ,, « . ,, ? r _ ' , , , r ,. , . , τ,. , sierung mit Rh-positiven Erythrocyten und passiver
^nd bei D nnscluchtchromatographie als einheitliche Immujisieru Jwie iver Sensibmsierung in vitro
Fraktion dar Es enthielt keine Kohlenhydrate Cho - ^ ; Anti_D durch Dkse Method bd der
esterm, Triglycende oder Lecithin Der Peptidgehalt ^ A h kxi au d st durch dne Antigen-Anti-
war durch die Biuret-Reaktion und das IR-Spektrum k rper_£eaktion> 2urKontraktion der Uterusmusku-
i) Mit Unterst tzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. " latur des sensibilisierten Meerschweinchens mit nach-
^ Enth lt Teile der Dissertation von J. KROPP. folgender Desensibilisierung f hrt, eignete sich sehr
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gut zur Prüfung dieser Fragestellung. Bei exakter Ver-
suchsanordnung gibt diese Methode eine spezifische
Information, da die Muskelkontraktion nur durch
korrespondierende Antigene ausgelöst werden kann
und durch Antihistaminika verhindert wird.
Material und Methoden
Die Isolierung des kleinmolekularen Proteins wurde aus Blut-
konserven mit den Phänotypen CCDee, ccDEE, CcDEe, CcDee,
ccDEe, ccDee gesondert vorgenommen. Konserven des Phänotyps
ccdee wurden als Kontrolle demselben Verfahren unterworfen.
Die serologische Testung der Erythrocyten erfolgte in der Ob-
jektträgerstandardtechnik mit Antiseren von Molter, Heidelberg.
Die 180 Blutspenderkonserven der Versuchsreihe wurden uns
von der Blutbank (Leiter: Dr. KLUGE) zur Verfügung gestellt.
Das Isolierungsverfahren, die durchgeführten Homogenitäts-
prüfungen des Proteins nach Anti-D-Immunadsorption und seine
biochemische Charakterisierung wurden in der ersten Mitteilung
ausführlich dargestellt (1).
Hämagglutinations-Hemmtest
Der Hämagglutinations-Hemmtest wurde nach der konventionellen
Methodik durchgeführt. Das Anti-D-Serum war auf den Titer
eingestellt, bei dem Rh-positive papainisierte Erythrocyten noch
maximal agglutiniert wurden. Antigen-Testungen wurden durch-
geführt mit Diffusat I/II nach Gefriertrocknung in l, 5 und lOproz.
Lösung bei VeAvendung von 0,1 ml 2proz. Suspension papaini-
sierter Erythrocyten in 0,9proz. NaCl-Lösung und 0,1 ml Anti-D-
Serumverdünnung. In gleichen Konzentrationen wurden die
Protein-haltigen Fraktionen I nach Sephadex-Gelfiltration und
Refiltration und die Substanzen, die von dem Immunadsorbens,
bestehend aus Anti-D, gekoppelt mit PAB-Cellulose, sowohl mit
Wasser als auch mit 0,1 M Glycinpuffer bei pH 2,5 eluiert worden
waren, getestet.
Der Hämagglut'mathns-Test nach Adsorption wurde mit 0,5 ml
nativem Stroma oder der gewichtsäquivalenten Menge des lyo-
philisierten Stromas vorgenommen. Hierbei wurden 0,5 ml
Anti-D mit dem bei dem Hämagglutinations-Hemmtest ver-
wandten Titer 30 Min. bei 37° mit Stroma inkubiert, danach ab-
zentrifugiert und in dem Überstand die Anti-D-Reduktion im
Hämagglutinations-Test mit papainisierten Erythrocyten in einer
Verdünnungsreihe bestimmt.
Die passive Hämagglutination wurde nach der Methode von GOLD
und FUDENBERG (2) sowohl im Röhrchentest als auch auf Objekt-
trägern durchgeführt, in der entweder das Protein aus Rh-posi-
tiven Erythrocyten oder Anti-D-IgG auf rh-negative Erythro-
cyten durch Chrom-(Ill)-chlorid gekoppelt worden war. In
Vergleichsuntersuchungen wurde der passive Hämagglutinations-
Test an tannierten Erythrocyten nach der Methode von BOYDEN
(3) ausgeführt.
Isolierung an Immunadsorbentien wurde an PAB-Cellu-
lose (4), die durch Diazotierung mit Anti-D gekoppelt worden war,
vorgenommen, Vergleichsuntersuchungen wurden mit Arnino-
styrol (5) und DEAE-Cellulose, behandelt mit Glutaraldehyd (6),
durchgeführt (vgl. 1. c. (1)).
ScHULTZ-DALE-TeSt
Versuchsanordnug (7—13, 22): Die apparative Anordnung ist
aus Abbildung l zu ersehen.
Reagenzien
1. Tyrode-Stammlösung (12, 13): KC1: 2,90 g/l; MgCl2.6H20:
4,26 g/l; NaHC03: 20,3 g/l; NaCl: 160,0 g/l; CaCl2.6H*O:
5,752 g/l. -
2. Tyrode-Gebrauchslösung: Je 100 ml Tyrode-Stammlösung









Versuchsanprdnung für die Testung der ScHULTz-DALE-Reaktion,









8 Vorratsbehälter für Tyrode-LÖsung
9 Einlaß O2
10 Ablauf für Tyrode-Lösung
11 Verbindung Vorratsflasche/Kühler
12 Einlauf für Tyrode-LÖsung
13 Ablauf Muskelbad
14 Einlaß O2 für Muskelbad
15 Muskel
16 Muskelvorspanngewicht 500-mg
.17 Arretierung für Muskelgewicht




r>-(-h)-Glucose versetzt. Die Tyrode-Gebrauchslösung wird auf
pH 7,4 eingestellt und mit O2 durchperlt.
3. Histamindihydrochlorid 0,lproz., Firma Gattiker, Zürich.
4. Ilvin (l-(p-Bromphenyl)-l-(2-pyridyl)-3-dimethylpropanmaleat),
Fa. Merck, Darmstadt, als Stammlösung 0,lproz. verdünnt mit
0,9proz. NaCl-Lösung.
5. Human-Albumin (Fa. Behring, Marburg) batch-Nr.: 2936.
6. Anti-Human-Albumin-Serum vom Kaninchen (Fa. Behring,
Marburg) batch-Nr.: 1585 H und 1585 W.
7. Rinderalbumin, reinst 98%, kristallin (Fa. Servä, Heidelberg).
8. Anti-D-IgG, IgG III nach ROELCKE und JUNGFER (19), Titer
1/512.
9. Antiseren (Dr. Molter GmbH, Heidelberg).
Das Muskelpräparat wurde aus dem oberen bis mittleren Meer-
schweinchenuterushornsegment entnommen und bei Raum-
temperatur in einem mit O2 durchströmten Tyrode-Bad bis zum
Versuchsbeginn gewaschen und aufbewahrt. Das Müskelsegment
wurde am proximalen Ende an der Aufhängevorrichtung des
Biegestabes3) befestigt, so daß es vollkommen in das Temperatur-
3) HSE-Biegestab N (Fa. Hugo Sachs, Hugstetten/Br.).
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(37° ±0,1) und pH-konstante (7,4 ± 0,2) Tyrode-Bad, das
kontinuierlich mit O2 durchströmt war, eintauchte. Die Muskel-
ausgangsspannung wurde durch ein Gewicht von 500 mg kon-
stant gehalten, das an dem distalen Ende des Muskels befestigt
war und eine isotonische Arbeitsweise ermöglichte. Die mecha-
nischen Kontraktionsimpulse wurden über den Biegestab des
Transducers in elektrische Impulse umgewandelt, die auf einem
Schreiber4) bei einem Papiervorschub von 2 cm/Min, registriert
wurden. Als Energiequelle des Transducers wurde ein 12-V-
Akkumulator * verwandt. Nachdem die Null-Linie mindestens
10 Min. konstant war, wurde die Muskelkontraktion mit Hist-
amindihydrochlorid standardisiert, bis die Ausschläge nach Ap-
plikation von 10—0,2 ̂ g Histamindihydrochlorid in abfallenden
Dosen annähernd gleich groß waren. Zwischen jeder Histamin-
Testung wurde die Tyrode-Lösung des Muskelbades erneuert
und die Muskulatur mit der Tyrode-Lösung gewaschen. Nach
Standardisierung der Testmuskulatur wurden folgende Versuche
durchgeführt:
1. Aktive Immunisierung mit 0 Rh-positiven und 0 rh-negativen
Erythrocyten (14): Erythrocyten des Phänotyps CcDEe und ccdee,
zweimal l ml SOproz. Suspension, wurden den Meerschweinchen
1. p. in Abständen von 5 Tagen injiziert. In einem zweiten Ver-
suchsansatz wurde mit dem Protein, gewonnen von Rh-positiven
Erythrocyten, nach folgendem Schema aktiv immunisiert: Die
Gesamtproteinmenge betrug 15 mg, von der bei der ersten In-
jektion 5 mg, danach 4, 3, 2 und l mg im Abstand von je 3 Tagen
als 0,5proz. Lösung in 0,9proz. NaCl-Lösung und komplettem
Freundschem Adjuvans = 1:1 (v/v) i. m. appliziert wurden. Die
Antikörper-Testung erfolgte nach Serumgewinnung am 21. Ver-
suchstag, Komplementinaktivierung und nach Adsorption an
0 ccdee-Erythrocyten durch Titeibestimmung gegen 0 Rh-posi-
tive papainisierte Erythrocyten.
Die Antigen-Antikorper-Reaktion wurde im ScHULTZ-DALE-Test
folgendermaßen geprüft: Das Muskelsegment des aktiv durch
Erythrocyten oder Membranprotein immunisierten Tieres wurde
in das Temperatur- (37° ± 0,1) und pH-konstante (7,4 ± 0,2)
Muskelbad von 5 ml Inhalt gebracht; nach Einstellung der ge-
forderten Null-Linie wurde mit Histamindihydrochlorid stan-
dardisiert, und danach wurde dem Muskelbad l mg Protein von
rh-negativen bzw. Rh-positiven Erythrocyten zugesetzt. Nach
erfolgter Muskelkontraktion wurde zur Prüfung der Desensibili-
sierung die gleiche Menge des verwandten Proteins appliziert.
Anschließend wurde die Reaktionsfähigkeit des Muskelsegmentes
mit Histamin überprüft. Nach Zugabe von 10—20 Anti-
histamin und anschließendem Wechsel der Tyrode-Lösung wurde
getestet, ob die Histamin-Reaktion und die durch die Antigen-
Antikörper-Reaktion hervorgerufene Anaphylaxie durch das
Antihistaminikum aufgehoben werden konnte (15—18). Nach
aktiver Immunisierung mit 15 mg Albumin pro Meerschweinchen
bei demselben Immunisierungsschema wurde unter gleichen Ver-
suchsbedingungen mit l mg Albumin als Antigen die anaphy-
laktische Reaktion, Desensibilisierung und der Anti-Histarnin-
Effekt an diesem Antigen-Antikörper-System getestet.
2. Passive Immunisierung'. Sie wurde mit Anti-D, das über DEAE-
Cellulose- und Hydroxylapatit-Säulen gereinigt worden war,
durchgeführt (19). 0,5ml dieses Anti-D-IgG wurden zweimal
innerhalb von 2 Tagen vor Durchführung der SCHULTZ-DALE-
Reaktion dem Tier i. p. injiziert. Präparation des Muskelsegmentes
und Testung des Antigens erfolgte analog der aktiven Immuni-
sierung mit je l mg Protein von rh-negativen und Rh-positiven
Erythrocyten. Die Desensibilisierung und Antihistamin-Wirkung
auf den Versuchsablauf wurde in gleicher Weise geprüft.
3. Passive Sensibilisierung in vitro \ Sie erfolgte durch Inkubation der
Muskulatur in l ml Anti-D-IgG-Tyrode-Lösung (1:4, v/v) für
100 Min. bei 37° unter O?-Zufuhr (18, 20, 21, 22). In der gleichen
Versuchsanordnung wie in 1. und 2. wurden jeweils l mg Protein
aus rh-negativen und Rh-positiven Erythrocyten getestet. Neben
dem gereinigten Membranprotein wurde die SCHULTZ-DALE-
Reaktion mit 0,2ml nativern Stroma bzw. der gewichtsäqui-
4) Schreiber Linecomp (Laufgeschwindigkeit 2 cm/Min.).
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valenten Menge lyophilisierten Stromas durchgeführt. Sowohl bei
der aktiven als auch bei der passiven Immunisierung und der
Sensibilisierung in vitro durch Anti-D wurden Human-Albumin
und Rinder-Albumin als nicht korrespondierende Antigene zur
Überprüfung der antigenspezifischen Auslösung der Muskel-
kontraktion und Desensibilisierung verwandt. Bei der aktiven
Immunisierung mit Albumin und der passiven Immunisierung
sowie der Sensibilisierung in vitro mit Anti-Albumin wurden
Rinder-Albumin, rh-negatives und Rh-positives Protein als
nicht korrespondierende Antigene getestet.
Ergebnisse
Agglutinations-Hewmtest
Das Diffusat I/II, die proteinhaltige Fraktion I (Na+-,
K+-Konzentration kleiner als 0,2%), erhalten durch
Sephadex-Gelfiltration und Refiltration, sowie das mit
O,!M Glycinpuffer bei pH 2,5 von dem Immunadsorbens
eluierte Protein wurden mit papainisierten Rh-positiven
Erythrocyten bei einem Antiserum-Titer, der eine noch
maximale Aktivität zeigte, im Hämagglutinations-
Hemmtest untersucht. Hierbei fanden wir bei Iproz.
Konzentration des getesteten Materials trotz gleicher
Präparationen und Versuchsanordnung eine sehr in-
konstante Anti-D-Hemmung von 0 bis 3 Titerstufen.
Die Zugabe von Lecithin, isoliert sowohl aus dem
Stroma von Rh-positiven und rh-negativen Erythro-
cyten als auch ex ovo lösten eine unspezifische Stei-
gerung des Hemmtiters um mehrere Stufen aus. Ein
ähnlicher Effekt konnte auch bei unphysiologischer Er-
höhung der Na"1"- und K+-Konzentration beob-
achtet werden. Die passive Hämagglutination nach
GOLD und FUDENBERG (2) mit Kopplung des Membran-
proteins oder Anti-D-IgG durch Chrpm-[III]-Chlorid
an rh-negative Erythrocyten und in der Versuchs-
anordnung nach BOYDEN (3) mit tannierten Erythro-
cyten zeigte sowohl mit Anti-D als auch mit dem Protein
von Rh-positiven Erythrocyten keine Agglutination.
Bei nativem Stroma, das wir nach Hämolyse der Ery-
throcyten durch 24stdg. Stehen bei +4° in dest. Wasser
bei pH 6,4 und durch Waschen des Stromas bei +5°
mit dest. Wasser von pH 6,4 erhalten hatten, ent-
sprach die quantitative Anti-D-Adsorption den Titer-
stufen, die wir bei nativen Erythrocyten beobachtet
hatten. Nach Lyophilisation des Stromas war bei ge-
wichtsgleichem Ansatz keine meßbare Anti-D-Ad-
sorption des Stromas festzustellen. Eine ähnliche, wenn
auch nicht so ausgeprägte Reduzierung der Antigenität
konnten wir bei Senkung des pH unter 3,5 während der
Aufarbeitung feststellen. Wurde das Membranprotein
von CcDEe-Erythrocyten im Hämagglutinations-
Hemmtest mit verschiedenen Antiseren geprüft, dann
fanden wir in dieser Versuchsanordnung bei Verwen-
dung von Anti-D eine Hemmung von 0—3 Stufen, bei
Anti-C von 2 Stufen, bei Anti-E von einer Stufe und
bei Anti-A von einer Stufe, bei Anti-e war keine Hem-
mung festzustellen (Tab. 1). Die Untersuchungen der
Rh-Untergruppen stützen sich jedoch nur auf einen
Versuch. Das Protein von rh-negativen Erythrocyten
löste keine Hemmung im Hämagglutinations-Hemm-
test aus.
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Tab. l
Hämagglutinations-Hemmtest mit papainisierten Rh-positiven Ery-
throcytln. Anti-D eingestellt auf die Konzentrat on, f e Papainjsierte
Rh-positive Erythrocyten gerade noch maximal aSS^tim^t.lproz.
Lösung des Membranproteins von Rh-positiven Erythrocyten m
dest. Wasser (Konserve 154/1/2). Säule F I
(Abb. 4). Bei Verwendung von nativem Stroma Rh-
positiver Erythrocyten als Antigen fanden wir bei
passiver Sensibilisierung eine Muskelkontraktion, die
bei gewichtsgleicher Menge lyophilisierten Stromas
jedoch ausblieb. Im Gegensatz zu dem Membranprotein
trat nach Applikation von nativem Stroma Rh-positiver
Erythrocyten keine Desensibilisierung ein. Das rh-
negative Stroma verursachte nach passiver Sensibili-
sierung mit Anti-D in vitro keine* Muskelkontraktion.
Von den insgesamt 75 durchgeführten SCHULTZ-
DALE-Reaktionen nach aktiver und passiver Immuni-
sierung sowie Sensibilisierung in vitro mit gereinigtem
Anti-D waren 72 Versuche positiv und ließen die ge-
ScHULTZ-DALE-Ä^yfe//^ forderte Desensibilisierung bei erhaltener Histamin-
Da der Hämagglutinations-Hemmtest nur eine sehr Empfindlichkeit erkennen. Die Applikation von Anti-
inkonstante Anti-D-Hemmung erkennen ließ und durch histaminica vor Antigen-Zugabe unterband die sonst
die passive Hämagglutination der Antigen-Charakter konstant beobachtete anaphylaktische Reaktion (15, 16,
des Membranproteins nicht bewiesen werden konnte, 17) (Abb. 5). Die drei negativen Versuchsergebnisse
waren durch pH-Verschiebungen iin Muskelbad und
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führten wir die ScHULTZ-DALE-Reaktion nach der oben
beschriebenen Technik aus. Insgesamt wurden 75 Ver-
suche an Meerschweinchenuterushornsegmenten durch-
geführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe
sowohl nach aktiver und passiver Immunisierung als
auch nach Anti-D-Sensibilisierung des Meerschwein-
chenuterushornes und die Vergleichsuntersuchungen
mit Albumin sind in Tabelle 2 dargestellt. Sowohl nach
aktiver Immunisierung des Versuchstieres durch Rh-
positive Erythrocyten und deren isoliertem Membran-
protein als auch bei passiver Immunisierung und Sen-
sibilisierung in vitro mit gereinigtem Anti-D konnte
durch l mg Rh-positives Protein eine klassische
ScHULTZ-DALE-Reaktion mit Desensibilisierung bei
erhaltener Histaminempfindlichkeit der Muskulatur
ausgelöst werden (Abb. 2 a, b, 3c). Die Ergebnisse
entsprechen den Resultaten, die wir mit Albumin bzw.
Anti-Albumin als anerkanntem Antigen-Antikörper-
System in gleicher Versuchsanordnung gefunden hatten
(Abb. 3b). Hingegen wurde durch das Protein, isoliert
von rh-negativen Erythrocyten, Human-Albumin und
Rinder-Albumin nach passiver Immunisierung keine
Anaphylaxie hervorgerufen, da es sich um nicht-
korrespondierende Antigene handelte. Nach aktiver
Immunisierung mit rh-negativen Erythrocyten konnte
durch das isolierte rh-negative Protein eine SCHULTZ-
DALE-Reaktion mit Desensibilisierung ausgelöst werden
munisierung und SerisibiHsierung in vitro ist es wichtig,
daß nur hochgereinigtes Anti-D-IgG verwandt wird,
das vergleichsweise nur geringe Mengen nicht Anti-D-
spezifischer Immunglobuline enthält. Die schwache
Muskelkontraktion des von Anti-D-jmmunadsorbens
gewonnenen Materials war durch die lange Exposition
des Proteins bei einem pH von 2,5 zu erwarten, da auch
native Erythrocyten und Stroma in diesem pH-Bereich
erheblich an Antigenität verlieren. Unspezifische Muskel-
kontraktionen konnten mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, da nicht-sensibilisierte Muskelsegmente nach
Applikation der hier verwandten Antigene keine
anaphylaktische Reaktion zeigten (Abb. 3 a). Die
typische ScHULTZ-DALE-Reaktion bei allen Versuchs-
konstellationen bei passiv und aktiv immunisierten
Tieren war nur durch Applikation korrespondierender
Antigene auszulösen. Lecithin, isoliert sowohl ex ovo
als auch aus der Erythrocytenmembran, verursachte
keine Anaphylaxie. Die Zugabe von aktivem komple-
menthaltigen Meerschweinchenserum allein bewirkte
keine Muskelkontraktion (Abb. 2 a, 3 a, b, c, 4). In
Gegenwart des korrespondierenden Antigens be-
schleunigte es die anaphylaktische Reaktion, ohne die-
Desensibilisierung zu stören oder den Antihistamin-
Effekt aufzuheben (23, 24, 25) (Abb. 5).
Tab. 2
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a) Normaluterus nicht sensibilisiert. b) Uterus sensibilisiert mit Anti-Albumin (in vitro, AntirAlbumin, 100 Min., 37°)
c) Uterus sensibilisiert mit Anti-D (in vitro, Anti-D 1/512, 100 Min., 37°)
Diskussion
Da wir den Antigen-Charakter des kleinmolekularen
Erythrocytenmembranproteins durch konventionelle se-
rologische Methoden trotz seiner spezifischen Isolierung
durch ein Anti-D-Immunadsorptionsverfahren nicht
sicher beweisen konnten, benutzten wir die SCHULTZ-
DALE-Reaktion zur Klärung dieser Fragestellung. Die
Kontraktion der Meerschweinchenuterusmuskulatur
als Ausdruck einer anaphylaktischen Reaktion, aus-
gelöst durch eine Antigen-Antikörper-Reaktion mit
Desensibilisierung des getesteten Muskelsegmentes, ist
praktisch und theoretisch als Antigen-Nachweis an-
erkannt (7—13, 22). Der Vorteil dieser Methode liegt in
der Empfindlichkeit, die bei exakter Versuchsanordnung
beweisend ist. Aussagen über quantitative Antigen-
oder Antikörperverhältnisse gibt sie nicht. Die Auf-
hebung der anaphylaktischen Reaktion durch Anti-
histaminica vor Applikation des korrespondierenden
Antigens sowohl bei aktiv als auch passiv immunisierten
Versuchstieren weisen darauf hin, daß H-Substanzen
für die Muskelkontraktion verantwortlich sein können,
um so mehr, da auch das zur Standardisierung ver-
wandte Histamindihydrochlorid nach Applikation von
Antihistaminika zu keiner Muskelkontraktion mehr
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Polymer gebundene Enzyme
Bromelin · Chymotrypsin · Ficin · Papain · Pronase · Proteinase K
(Tritirachium album) · Ribonuclease · Subtilisin · Trypsin (Rind) ·





Hohe spezifische Aktivitäten · Enzymaktivität ausschließlich
kovalent gebunden · Gleichbleibende Qualität durch
Mindestaktivitätsangaben garantiert
Ausführliche Spezifikationen stehen auf Wunsch zur Verfügung.











Beeinflussung der Trenneigenschaften durch
Längs- und Quergradienten.
Substanzklassenanalyse.
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KN AU E Rl
E L E K T R O N I S C H E S
H A L B M I K R O - O S M O M E T E R
zur direkten Bestimmung der Osmoldlität aller Körperflüssig-
keiten wie Blut, Serum, Urin, Liquor durch Gefrierpunkt-
messung.
Kontrolle der Nierenfunktion
Kontrolle von isö-, hyper- und
Prüfung von Infusionslösungen
hypotonischen Lösungen
O Probevolumen nur 0,15 ml oder 0,05 ml
O Betriebsbereitschaft sofort nach dem Einschalten
O Dauer einer Messung ca. 2 Minuten
O Meßgenauigkeit 1 **2 Milliosmol/kg bzw. 1 %
O Preis DM 3600,—4-MWSt
0 Lieferung ab Lager oder laufenden Serien
Weitere Spezialität: Komplettes System zur Molekular-
gewichtsbestimmung zwischen 100 und 1000000 durch
Kryoskopie, pdmpfdruck-Ösmometrie und Membran-Osmo-
metrie.
Wissenschaftlicher Gerätebau
KG, Dr.-lng. Herbert Knauer & Go. GmbH,
1 Berlin 37 (West), Holstweg 18, Tel. (0311) 848705
BILTZ—KLEMM—FISCHER '
Experimentelle Einführung
in die anorganische Chemie
Neu herausgegeben von W. KLEMM und W< FISCHER
63.—70. Auflage
Oktav. XII, 228 Seiten. 1970. Balacron flexibel DM 21,—
Die Kürzung der Dauer des Chemiestudiums führt be-
sonders zu einer Kürzung der experimentellen Ausbil-
dung, andererseits müssen im Anfang grundlegende
Stoffkenntnisse anhand der wichtigsten Ordnungs-
prinzipien vermittelt werden.
Um den heutigen Forderungen einer solchen Einfüh-
rung Rechnung zu tragen, wurde das Werk überarbeitet
und teilweise geändert. Während vom experimentellen
Teil nur einige auf die analytische Chemie bezogene
Versuche gestrichen wurden, erfuhren die theoretischen
Abschnitte bei der Anpassung auf den heutigen Stand
stärkere Änderungen. Neu gestaltet wurden insgesamt
die Kapitel: Anwendungen des Massenwirkungsgesetzes,
Oxidations-Reduktions-Potentiale. Bei der Behandlung
von Säure-Basen-Gleichgewichten wurde der histo-
rischen Entwicklung von Davy und Liebig über Arrhe-
nius und Ostwald zu Brönsted Rechnung getragen; im
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führte (15, 16, 17). Diese Forderungen waren in allen
Fällen sowohl nach aktiver und passiver Immuni-
sierung als auch nach Sensibilisierung in vitro durch
das von Rh-positiven Erythrocyten isolierte Protein
erfüllt (Tab. 2, Abb. 2 a, b, 3c). Der Antigen-Charakter
dieses Proteins konnte weiterhin dadurch gestützt
werden, daß durch das Protein von rh-negativen
Erythrocyten, Human-Albumin und Rinderalbumin
nach passiver Immunisierung und Sensibilisierung mit
gereinigtem Anti-D in vitro keine SCHULTZ-DALE-
Reaktion auftrat (Abb. 2b, 3c). Da die Ergebnisse
bei der oben beschriebenen Versuchskonstellation
identisch waren mit dem Albumin-Antialbumin-System,
angewandt bei passiver und aktiver Immunisierung,
kann in Analogie zu diesem anerkannten Immunsystem
auch für das Membranprotein von Rh-positiven Ery-
throcyten und das Anti-D eine echte Antigen-Anti-
körper-Reaktion angenommen werden. Die strenge
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Antigen-Spezifität ist daraus zu ersehen, daß bei Ver-
suchstieren, immunisiert mit rh-negativen Erythro-
cyten, keine Anaphylaxie durch Rh-positive Sub-
stanzen auftrat (Abb. 4). Gleiches gilt auch für die
Versuchsanordnung mit aktiver Albumin- oder passiver
Anti-Albumin-Sensibilisierung von Uterussegmenten
(Abb. 3b). Als Hinweis für die D-Antigenität des
Proteins kann auch angeführt werden, daß seine quan-
titative Ausbeute mit der D-Rezeptorenanzahl der
einzelnen Phänotypen sehr gut korrespondierte (26, 27)
und die letzte Stufe der Isolierung über eine Anti-D-
Immunadsorption erfolgte (vgl. 1. c. (1)). In Analogie
zu dem Aktivitätsverlust von nativen Erythrocyten und
nativem Stroma durch Gefriertrocknung oder Senkung
des pH unter 3 ist es verständlich, daß wir durch die
konventionellen serologischen Methoden nicht in der
Lage waren, die Antigenität des Membranproteins
schlüssig zu beweisen, da dieses Protein in der viel-
stufigen Aufarbeitung nur durch mehrfaches Lyophili-
sieren und pH-Senkung isoliert werden konnte. Wahr-
scheinlich ist das native zellständige Antigen dem
isolierten, durch physiko-chemische Mäßnahmen be-
einflußten Antigen in der Konkurrenz um die com-
bining-site des Antikörpers unterlegen, obwohl die
Protein-Inkubation vor Zugabe der Testerythrocyten
als ausreichend angesehen werden muß. Da bei dem
ScHULTZ-DALE-Test die Antigen-Antikörper-Reaktion
nicht in Gegenwart von nativen Rh-Rezeptoren der
Erythrocytenmembrän abläuft, ist auch theoretisch
verständlich, daß wir mit der oben beschriebenen
Versuchsanordnung eine Aussage über die Antigenität
des Proteins erhielten. Im Hinblick auf die Molekül-
größe von 6000—10000 mußten wir auf diese Methode
zurückgreifen, da in der OuCHTERLONY-Technik oder
einer ihrer Variationen bei den durchgeführten Ver-
suchen keine Präzipitation beobachtet werden konnte,
die auch nach theoretischen Überlegungen nicht sicher
zu erwarten war. Die Ergebnisse der chemischen
Charakterisierung und der Untersuchungen über die
Antigen-Eigenschaften der aus der Erythrocytenmem-
brän isolierten Substanz mit der SCHULTZ-DALE-
Technik machen es wahrscheinlich,, daß der Rh-Faktor
(D) ein kleitimolekulares Protein ist. Da bereits zahl-
reiche Substanzen von verschiedenen Autoren als
Rh-Antigen beschrieben worden waren, sollten jedoch
bis zur endgültigen chemischen Definition des Rh-(D)
Antigens noch weitere Antigen-Nachweisverfahren
durchgeführt werden.
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